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要

从氧化塘系统中分离出能降解对硫磷的细菌 凡州��
, ,

”“
��� 代号 � �  一 � � , 能将对硫磷

分解成对硝基酚和二乙基硫代磷酸醋
,

并进一步分解对硝基酚
。

在有 ��
,

�� 存在的情况下
,

酶

比活可以达到 � � � �
�

毫微克分子� 毫克蛋白� 分钟
, � ��

�
对酶有激活作用

,

并对温度和 � � 影

响有保护作用
。

对硫磷水解酶反应最适温度为 �� 一知℃
,

超过 �� ℃ 活性急剧降低
,

�� ℃ 完全失活
。

� � �一�� 的对硫磷水解酶大部分是同膜片结合状态存在
,

超声破碎的无细胞酶制剂中
,
只

有 � �
�

�� 的活力存在于可溶性蛋白部分
。

水生态系中有机物质的生物净化现象从本质上说是 由一系列生化反应所构成
。

而在

水体中参与生化反应最活跃的生物即是细菌和藻类
「�� 。

因此
,

从细胞和分子水平上研究

和探讨水生态系中这些生物和污染物之间的相互作用
,

是确 切了解生物净化过程的重要

课题
,

有关农药的微生物降解已有不少报道
,

起初多属确定细菌在降解过程 中的作用
。

七

十年代来又进一步发展到农药酶解的研究
,

如除草剂比
‘,�, �〕、 有机磷农药

〔� 川
、

六六六 【‘, 和

� , � 一� ���
,
’�� 等的酶解都曾有报道

。

可以认为农药在环境中的生物净化
,

已从早期确定生物

降解的可能性发展到研究其分子作用机理
。

在鸭儿湖地区污染治理 中
,

采用了氧化塘作为多品种农药废水的处理措施
,

取得了明

显的效果
,

并从生化生态方面探讨了有机磷农药在氧化塘中的净化机理
。

本文介绍对硫

磷的酶解
,

阐明对硫磷降解的基本生化反应
。

材 料 和 方 法

�
�

对硫磷分解菌的富集和分离

将鸭儿湖氧化塘的水样 � 升装人 � � � � 毫升的试剂瓶中
,

加人适量的对硫磷
,

在 �� 一

�� ℃ 的条件下通气培养
,

待溶液变黄且黄色消褪后
,

再 次加人对硫磷
,

在富集过程中用

� �  � 年 � 月 � � 日收到
。
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�� � � 调整 � � 至 �
�

。一 夕
�

多,

一个月后
,

用修正的 �� �� 无机培养基
,

将上述培养物稀释 �

倍
,

继续添加对硫磷通气培养
。

无机培养基组成如下
� � �� ��

� �
�

� 克 � � � ��� � �
�

� 克 �

�� �� � �
�

� 克 � �� �
�
�多�

� �
�

� 克 � � � � 一� �
�

� � 克 � �
�
� � � ,

·

��
�� �

�

� � � � 克 � � � �� ,
·

�� ��

�
�

� �多克
,

用蒸馏水配至 � 升
。

培养 � 天后
,

用无机培养基将培养物稀释 � 倍
,

� 天后
,

取

培养液进行平板分离
,

琼脂培养基的无机成份同上
,

并以对硫磷为唯一碳源
。

从平板上将

不同形状菌落接入斜面
,

选出降解对硫磷较快的菌株 � � �一� � ,

用同样的方法以对硝 基

酚为唯一碳源
,

选出 �� �一�� 菌株
,

由王德铭副教授和谢大明同志鉴定
,

二者均为极毛

杆菌 ��
�� “�� �

� � � � ��
�

�
。

�
�

对硫磷水解酶无细胞酶制剂的制备

取以对硫磷为唯一碳源的无机培养基 中培养 � 天的 � � �一�� 菌
,

离心收集菌体
。

用

��  � � �� �� 缓冲液 �� � �
�

� � 洗菌糊
,

离心弃去上清液
,

将细胞移人 �� 毫升 �
�

�� � �� 钻

缓冲液中
。

在国产 � ��一� � �
、

�� � � 超声波细胞破碎器中超声破碎 �� 分钟
,

然后在 �℃
,

�
�

� � �� �� 高速离心
,

去除细胞残体
,

取上清液进行各种测试
。

作酶的存在部位试验时
,

则

将上述离心后的上清液再经 �℃
, � � �沪� 超速离心 � 小时

,

分别测定上清液和沉淀中的

酶活
。

�
�

对硫磷降解速率的测定

对硫磷的降解
,

是从分光光度计上测定波长 � � �� � ��� 加� �� �� � 处对硝基酚的光密

度
,

然后
,

从对硝基酚的形成量换算成对硫磷的分解量
。

酶反应均在具 �� 毫升刻度的试

管 中进行
,

反应系统用 �
�

� � � � � �� , � � �
�

� ,

含对硫磷 �
�

� � � � �� ���访
�
�� ��

,

反应时取

反应系统 �� 毫升
,

加人适量酶制剂在 �� ℃ 保温 �� 分钟
,

立即调 �� 至 �
�

, ,

在国产 � ��

分光光度计上 � �� � � 处读取光密度
。

另取反应系统 �� 毫升
,

不加酶
,

在同样条件下保

温后调 � � 至 �
�

�
,

作测定时的对照
,

以消除试剂干扰
,

使光密度读数为净酶解产物
。

蛋白

含量用 ��� 
� 一酚法测定

〔工〕。

酶的活性以比活表示
,

即每分钟每毫克蛋白质分解对硫磷的毫微克分子数�毫微克分

子数 � 毫克蛋 白�分钟�
。

结 果 和 讨 论

�
�

�� �一� � 菌对对硫磷的降解

当以对硫磷为唯一碳源培养 �� �一�� 菌时
,

在培养液中生成对硝基酚
,

对硝基酚生成

量换算成对硫磷量与气相色谱一火焰光度测得对硫磷残留量一致
。

同时
,

在培养过程中因

对硫磷的分解伴随着 � � 下降
,

由此可以证明 �� �一�� 菌在降解对硫磷时
,

首先在对硝基

酚与二乙基硫代磷酸醋之间的 �一� 键上裂解
。

即 �

� �

� �� ��

� �� ��

�牡一仁知
�

一
� �� ���
� ��

� � �
咎一��

� � 。

仁卜
。�
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在 � 升容器培养时
,

当菌液光密度 �� �
�

��� 为 。
�

�一 �
�

� 时
,

每天每升培养液可分解

� �多对硫磷原油 ��
�

� 克
,

并将形成的对硝基酚也全部分解
。

�
�

对硫磷水解酶的特性

��� 无细胞酶制剂的反应速率与底物浓度的关系

在不 同底物浓度时
,

对硫磷的降解速率如表 � 、 图 � 。

底物浓度 ��� �� ��
一 ,
� 材�

反应速率 �� �

�毫微克分子 �毫克蛋白�分钟�

表 � 底物浓度与反应速率关系

兰…兰…兰…兰
� , “‘

…
� “�

’

‘

�
’� �“

�

“

�
‘�� �

’

“

���
�

� � ��� �
�

� � ���

��� � � �
�

��� � � � �
�

���

父 �护叭

�
力,,‘

产拿众�姐幽杖榔�斗杀权担柳�玉肥谧表 � 不同 � �什 浓度对醉活性影响

� � � � 浓度 � � � �
酶 比 活

�毫微克分 子 �毫克蛋白 �分钟 �

�

�
。

�

�
。

�

�
�

� , 热失活酶

�
�

� , 不加酶

� ��
。

�

� � � �
�

� �

�� �‘
�

�

�

 
!
∀斗 0

.
4 8 0

.
刀 0一

9 6 1

.

2 0

底物浓度( x 10
一 ’
m M

)

万.. 占~
石叼 S

*
增高 20 倍

。 图 1 无细胞酶制剂反应速率与底物

浓度的关系

从表 1 和图 1 可见酶制剂的米氏常数为 2
.
3 x lo 一M

,

用双倒数作图求得最大速度

为 526 3 毫微克分子/毫克蛋 白/分钟
。

(
2
) 铜离子对水解酶的激活作用

观察了两价金属离子 M n十十
、

Mo

十十 、

Z
n+

十 、

c
u

++ 与对硫磷水解酶的关系后发现
,

c
u+

十 离子对酶的活力有明显的激活作用
,

以不同 cu ++ 浓度观察对水解酶活性的影响
,

其结果如表 2
。

由表 2 可见酶活力随铜离子的浓度而增高; 铜离子浓度达到 2
.
sm M 时

,

浓度进一步

提高
,

对酶激活的影响不明显
。

铜离子除了能增进酶活性外
,

尚具有对温度和 pH 变化的

保护作用 (见下节)
。

M un

n
ec ke

[s] 曾研究了六种混合菌培养物对有机磷农药的酶解
,

但未

报道 cu十 + 的作用
。

铜的这种作用很值得进一步探讨
,

铜离子除了可能作为酶的一个辅

助因子外
,

尚可能是同 c u+
+
抑制了其他杂蛋 白的干扰作用有关

,

或者由于铜离子与降解

产物二乙基硫代磷酸醋鳌合
,

从而加速了降解速度
。
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图 2 酶反应的最适 p H 图 3 对硫磷水解酶的 p H 适应性

3
.
对硫磷水解酶的最适 p H 和 pH 适应性

对硫磷水解酶的最适 pH 为 7
,

见图 2
。

将酶制剂在不同 pH 条件下处理 20 分钟 (室温 2 , ℃ ) 后
,

重新调到 pH 7
,

并测定其

活力
,

其结果如图 3
,

从试验结果可 以看到在 pH 5
.
5 以下和 pH S 以上对活力有明显影响

,

而通过 pH 6 处理后的酶活有显著提高
。

当 c u十十 的浓度增加到 10 月M 时酶活力比 C u++

浓度为 , x 10 巧 M 的约高 44 多
。

X 扣
,

了\
eu++, 0 一 ,

M

/ 、了

/ 、

认

一
式

1 0
一S

M

产尸尹

‘
一才

’

一’

义丁
, , 、口

r、勺�O�‘U内,

.

…

11八U0nll
�拿巾\扭懈阴积\申众祝担娜�

胆五遇

(示佘\扣阴帜淤、斗求权撅娜)

姐五妞

30 斗0 5 0 6 0 7 0 8 0

温度(℃)

图 4 对硫磷水解酶的最适温度

温度(℃ )

图 多 酶对温度的适应性及 C u+
十 的保护作用

进一步观察 C u十十 浓度分别为 5 x lo 书 M 和 10一“
M 时

,

在不 同pH 条件下保存酶

制剂 (0一5℃)
,

28 天内活性的变化如表 3
。

从表 3 可以看到
,

在 PH 6 的条件下
,

C
u+

十

浓度为 s x lo 一 M 时
,

保存 30 小时后酶活性下降
,

巧 天后只剩下原来的 3
.
5多

。

当 c u+
十

增加到10
一3
M 时

,
6 天后活 性不变

,

28 天保留活性 38
.
9多

。

在 pH 7 的条件下
,

在一定时

间内酶的活性随保存时间的延长而逐渐增加
,

第 6 天 c u+
十 为 5 x 10巧 M

,

活性增加了

约 1
.
9 倍

、

C
u 十十

为 10 一 M 增加了约 1
.
5 倍

。

第 巧 天
,

铜离子浓度低者活性开始下降
,

浓

度高者保持不变
,

第 28 天活性显著下降
,

但 c u+
十 浓度为 10 一 M 者尚保持最高活力的

55
.
7沁

,

可见铜离子对酶 活性的保护作用是很明显的
。

同时从实验结果可以看到短时间
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.

内的 pH 6 处理可以提高酶活
,

但长期保存还是 pH 7 最为合适
。

表 3 各种 p H 条件和 C u++ 浓度时醉的活力与保存时间关系 (单位
: 毫微克分子 /毫克蛋 白/分钟)

2220 分分 3 0 小 时时 3 天天 6 天天 15 天天 28 天天

444
.
000 5又 1 0 一 ,,

2 8

.

5555555555555

55555 X 1 0
一 333 1 8 3 2222222222222

555
.
000 5 又 10 一

,,
3 2 5

.

666 4

.

11111111111

11111 火 10 一
333

3 1 3 3
.
888 1 2 2

.
11111111111

666
.
000 5 又 1 0 一

,,
1 4 4 8 1

.

555 9 7 6 9

.

888 8 5 4 6

.

888 8 9 5 3 888 5 1 2

.

888 9 9 7 1

.

333

lllll 丫 1 0一
333

2 5 6 4 0
.
444 2 2 7 9 1

.
444 2 1 7 7 斗

.
〔))) 2 3 6 (巧

.
444 1 9 1 2 8

.
55555

777
.
000 5 X 10 一

555
6 1 0 4

.
999 7 1 2 2

.
333 1 2 6 1 6

.
777 1 7 9 0 7

.
666 9 3 6 0

.
777 3 6 6 2

。

999

11111 火 10 一333 6 5 1 1
.
888 7 1 2 2

.
333 1 0 9 8 8

.
777 1 6 4 8 3 111 1 7 9 0 7

.
666 9 9 7 1

.
333

888
.
000 5 X 1 0

一 ,,
4 6 3 9

.

777 5 6 9 7

.

999 5 2 9 0
.

999 5 6 9 7

.

999 6 5 1

.

22222

lllll 丫 1 0 一
333

4 8 8 3
.
999 5 3 7 2

.
333 5 6 9 7

.
qqq 7 5 2 9

.
333 2 6 4 5

.
斗斗斗

111 0
。

000 5 火 1 0 一
,,

1 3 8 3

.

888 6 1

.

111 4 1 9

.

222 4 7 6

.

222 4 6 8

.

00000

11111 又1 0 一
333

3 1 3 3
.
888 5 0 8

.
77777777777

4

.

酶的温度适应性及反应最适温度

对硫磷水解酶的最适温度在 40 一50 ℃ 之间(图 4)
。

当酶制剂在不同温度下处理 20 分

钟后
,

立即恢复至 30 ℃
,

并测定水解活力以观察酶对温度的适应性(图 力
,

结果表明温度

超过 50 ℃活力下降
,

而在 80 ℃条件下处理酶完全失活
。

当增加铜离子的浓度到 1x 10 一M

时
,

酶的活性在 65 ℃ 后才急速降低
,

可见 c u+
十 能增加酶的适应范围

。

根据 pH 和温度适应性试验可见 C T P一01 的对硫磷水解酶是比较稳定的
。

5

.

对硫磷水解酶在细胞内存在的部位

加人分离提取中常用表面活性剂
,

使与细胞膜和亚细胞器内膜上结合的酶释放出来
。

如用 T ri to n x 一 1 00 可使 N oc eo rll 匆 sP
.
菌释放出比较纯的胆固醇氧化酶

。

我们用非离子

型表面活性剂 T rito n X 一1 00 与 C T P一 01 菌一起超声处理
,

并与不加表面活性剂的对照
,

其结果如表 4
。

表 4 Tr
it on X 一 1 0 0 对酶提出率的影晌

T ri, o n x
一
1 0 0 浓度 (%

。

) 酶制剂蛋白含量 (毫克 /毫升) 酶 比 活
(毫微克分子/毫克蛋白/分钟)

2284
.
7

4109
.
7

3732
.
8
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由表 4 可见
,

在加人 T ri to n X 一 1 00 时
,

使无细胞酶制剂的活力提高了 0
.
8 倍

,

表明

c T P一01 菌对硫磷水解酶有很大一部分系同膜片呈结合状存在
。

当超声破碎细胞在 1
.
2 X 1049 离心去除细胞残体后的上清液

,

再经 1 x 10 , g 超速

离心收集膜片
,

并分别测定上清液和沉淀的酶活
,

结果见表 5
。

裹 5 1只 10 啥 超速离心后上清液及沉淀碑活 比较

单位活力 (O D
;:。

/ 毫升)
酶 比 活

(毫微克分子/毫克蛋白/分钟)

1
.
2 X 10‘g 离心 上清液 20 ,

0 0 0 2 4
,
2 3 5

.

2

4
.

7 。。

}

: 2
.
72 2

.
8

l 只 10
,
g 离心

上清液

沉 淀
* 9 ,

4 0 0

*

离心后
, 将沉淀用缓冲液稀释到原体积

, 测定活性
。

从表 5 可见
,

在可溶性蛋白部分即超速离心的上清液中酶的比活是 超 速 离 心 前 的

37. 2并
,

而 62
.
8外 留在沉淀中

,

以单位活力表示测定沉淀的活性表明 “
.
7 % 的活性存在

于沉淀之中
。

以上结果进一步证明了对硫磷水解酶在细胞中大部分是以同细胞膜片 结 合 状 而 存

在
。

M un ne ck ell
们
曾用分解有机磷农药的混合菌培养物做成酶制剂并用多孔玻璃为载体制

备固化酶
,

虽然固化酶的活性较高
,

但结合率较低
,

可能与酶大部以结合状存在有关
,

由于

对硫磷水解酶性质比较稳定
,

很有可能发展成为一种新型的酶学处理方法
。

由于 c TP
一
01

菌中对硫磷水解酶大部分为结合状态存在
,

因此
,

采用固定化细胞的方法
,

比固定化酶更

为简便
、

经济
。

我们曾用戊二醛一明胶作为包埋剂做成固化菌
,

初步试验表明每克固化菌

降解速度可达 21
.
5微克分子/小时

,

经 60 天存放仍可保持活力 80 多
。
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